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RESUMO 
Avanços biotecnológicos introduziram recentemente mudanças em muitos 
setores da indústria a fim de promover o uso de recursos renováveis para produzir 
moléculas de relevância econômica, tais como o etanol. O uso de biomassa vegetal 
para a produção de combustíveis renováveis tem atraído muita atenção, mas a 
viabilidade de tal processo depende do desenvolvimento de organismos 
geneticamente modificados capazes de consumir eficientemente açúcares de 5 
carbonos abundantes nesse material e tolerar estresses ambientais decorrentes 
processo. Para alcançar estes propósitos, a engenharia das vias metabólicas e 
adaptação das linhagens modificadas às condições industriais irá requerer a 
regulação precisa da transcrição de genes de interesse através do uso de novas e 
eficientes combinações de promotores e terminadores. O objetivo deste trabalho foi 
identificar promotores adequados para a alta expressão de genes durante a 
fermentação de glicose e xilose e caracterizar terminadores para uma melhor 
eficiência traducional na linhagem industrial PE-2 de Saccharomyces cerevisiae. No 
estudo de promotores, os genes que exibiram os dez maiores valores de expressão e 
a menor variação entre os experimentos estão relacionados com a glicólise, tolerância 
ao estresse e formação de parede celular. Curiosamente, os resultados da análise de 
qPCR mostraram que os níveis de transcrição na maioria destes genes selecionados 
foram diferencialmente regulados durante a fermentação em glicose e xilose, 
sugerindo bons candidatos para a expressão de genes exclusiva em uma única fonte 
de carbono ou em ambas (PGK1p, TEF1p, TDH1p, SCW4p e CDC19p), além de 
possibilitar um melhor controle de vias gênicas heterólogas. Os resultados para 
terminadores mostraram que três dos terminadores proporcionam uma maior 
atividade do que o terminador CYC1t (SPG5t, IDP1t e HIS5t) e sugerem que a 
eficiência dos terminadores é linhagem-dependente. 
ABSTRACT 
Biotechnological approaches have recently introduced changes in many 
industry sectors to promote the use of renewable resources to produce molecules of 
economical relevance such as ethanol. The use of plant biomass to produce renewable 
fuels has attracted much attention, but the viability of such process depends on the 
development of genetically modified organisms able to consume 5-carbon sugars rich 
in plant material and to tolerate environmental and process-related stresses. To reach 
these goals, the engineering of metabolic pathways and adaptation of modified strains 
to industrial conditions will require precise transcriptional regulation of genes of interest 
through the use of novel and efficient combinations of promoters and terminators. Our 
goals were to identify promoters suitable for high gene expression during fermentation 
of glucose and xylose and to characterize terminators for better translational efficiency 
on the Saccharomyces cerevisiae industrial strain PE-2. In the study of promoters, the 
genes exhibiting the top ten highest expression values and the lowest variation among 
experiments are related to glycolysis, stress tolerance and cell wall formation. 
Interestingly, the qPCR analysis results showed that the transcription levels in the 
majority of these selected genes were differentially regulated during fermentation of 
glucose and xylose, suggesting good candidates for exclusive gene expression in one 
single carbon source or in both (PGK1p, TEF1p, TDH1p, SCW4p e CDC19p), in 
addition to enabling better control of heterologous gene pathways. Results showed 
that three terminators have higher terminator activity than CYC1t (SPG5t, IDP1t e 
HIS5t) and suggest that terminator efficiency is strain-dependent. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Demanda por biocombustíveis 
Na década de 80, a redução na exploração de petróleo anunciada pela 
OPEC (Organization of the Petroleum Exporting Countries) provocou um aumento 
considerável no preço dos combustíveis fósseis e despertou o interesse mundial por 
combustíveis alternativos, especialmente o etanol1. O interesse pela produção de 
biocombustíveis no Brasil passou a ser colocado em destaque em 1975, quando teve 
início o Proálcool (Programa Nacional do Álcool), onde houve um incentivo do governo 
à substituição de combustíveis derivados de petróleo por etanol. 
Atualmente, o desenvolvimento de combustíveis alternativos está 
relacionado também a questões ambientais, visando cumprir colocações presentes 
no Protocolo de Kyoto de 20052 e conferência climáticas, como a COP21. A 
combustão incompleta de combustíveis fósseis é responsável pela geração de alguns 
dos gases responsáveis por acelerar o efeito estufa, como o gás carbônico, metano e 
óxido nitroso. O etanol apresenta em sua composição concentrações maiores de 
oxigênio, o que possibilita uma oxidação mais completa diminuindo a emissão de 
monóxido de carbono e outros compostos aromáticos3, além de participar do ciclo do 
carbono, sendo que o CO2 liberado do consumo de etanol seria reutilizado por 
plantações de culturas como a da cana-de-açúcar.  
A utilização de biomassa celulósica e hemicelulósica como fonte de 
carbono para a produção de biocombustíveis (etanol e biodiesel) já era estudada por 
alguns grupos de pesquisa. Tal fonte de carbono é muito atrativa por ser considerada 
uma fonte renovável e de baixo custo4,5. Para que os combustíveis renováveis sejam 
considerados substitutos potenciais dos combustíveis fósseis, além dos fatores 
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ambientais levados em conta, eles devem ser competitivos economicamente, para 
que assim haja um interesse dos consumidores em utilizar tais fontes de energia6,7. 
A partir dos avanços biotecnológicos introduzindo mudanças em diferentes 
setores da indústria, efeitos alarmantes das mudanças climáticas e da contínua 
oscilação no mercado do petróleo, nações em todo o mundo estão adotando cada vez 
mais políticas para promover o uso de fontes de energia renováveis8. Atualmente, 
Estados Unidos e Brasil são os atores principais na produção de etanol, sendo 
responsáveis por 85% do mercado global em 2015, onde os EUA realizam mais que 
o dobro da produção brasileira, segundo a Renewable Fuels Association9,10. Os 
processos são muito distintos, mas possuem em comum o uso de leveduras da 
espécie Saccharomyces cerevisiae na conversão de açúcares em etanol. 
Resumidamente, o etanol norte-americano é produzido a partir de açúcares obtidos 
pela hidrólise enzimática do amido de milho. Já o sistema brasileiro utiliza sacarose 
derivada da cana-de-açúcar11,12. Convencionalmente, estes processos são referidos 
como processos de primeira geração. 
A crescente demanda por combustíveis renováveis é impulsionada pelas 
metas dos governos Norte Americano e Brasileiro, um cenário onde produzir etanol é 
uma necessidade devido às ações e acordos ambientais de diversos países e da 
instabilidade da produção de petróleo. Os Estados Unidos, por exemplo, esperam 
atingir uma produção de 136 bilhões de litros até 2022, o que corresponde a 30% de 
todo o volume de combustíveis do país, segundo a Renewable Fuel Standard. No 
Brasil, o aumento contínuo da frota de carros bicombustíveis e a demanda por 
exportação, para suprir as metas de outros governos apesar de também ocorrer 
importação por parte brasileira, impulsiona a necessidade da expansão da cadeia 
produtiva e de investimentos em novas alternativas. Projeções que incluem a 
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substituição de 10% da gasolina mundial, exigirão um aumento na produção em 10 
vezes até 2025, segundo o Banco de Desenvolvimento Nacional - BNDES.  
Para alcançar tais metas, Estados Unidos, Brasil e diversos países 
europeus têm investido na melhoria do processo convencional (i.e., etanol 1G) e ao 
mesmo tempo no desenvolvimento de novas tecnologias para produzir 
biocombustíveis a partir de biomassa (i.e., material celulósico e hemicelulósico), 
processo convencionalmente referido como, no caso do etanol, etanol 2G ou etanol 
celulósico. Juntamente a essa frente, crescem os investimentos também em relação 
ao biodiesel. 
1.2. Vantagens e desafios para a produção de etanol de segunda geração 
As matérias-primas de maior utilização no processo de fermentação de 
segunda geração são as fontes ricas em sacarose, amido ou celulose. Tais fontes são 
abundantes no mercado atual. Em âmbito mundial, amido de milho ou trigo, sacarose 
de beterraba ou cana-de-açúcar e celulose de resíduos industriais florestais ou 
resíduos sólidos domésticos são as fontes mais utilizadas para fermentação. 
A expansão do setor de combustíveis alternativos leva à impressão destes 
competirem significativamente por espaço com outras áreas essenciais, uma vez que 
se busca a duplicação ou aumento ainda maior da produção de culturas para tal 
finalidade. Tal impressão decorre da utilização das mesmas matérias-primas para 
produção de etanol ou de alimentos. Além disso, a monocultura da cana-de-açúcar 
poderia ser tida como motivo de preocupação, pois tal método de cultivo desgasta o 
solo e reduz a biodiversidade do local13–15, mas a rotatividade no campo é alta para 
não haver problemas com safras posteriores e preservar o solo. Ademais, atualmente 
apenas 10% de toda a área brasileira plantada é ocupada por cana-de-açúcar 
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segundo o IBGE, o que demonstra que não há tal competição com outras áreas 
produtivas essenciais. 
A produção de etanol 2G surge como uma alternativa sinérgica para o 
processo tradicional de produção de etanol 1G e para aumentar a produção utilizando-
se do mesmo espaço de área plantada. No Brasil, as alternativas mais discutidas 
incluem a palha e o bagaço da cana-de-açúcar, resíduos do processo de primeira 
geração ricos em glicose e em xilose. Grandes quantidades destes são geradas 
durante a colheita e a partir da moagem dos colmos, respectivamente4,16. A utilização 
eficiente destas matérias para a produção de etanol celulósico pode aumentar 
significativamente o total de etanol produzido a partir da mesma quantidade de 
matéria-prima11,12,14. 
 Materiais lignocelulósicos provenientes da agricultura ou de manejo 
florestal são as maiores fontes de hexoses (monossacarídeos de 6 carbonos com 
fórmula geral C6H12O6, como glicose, frutose e galactose) e pentoses 
(monossacarídeos de 5 carbonos, como xilose, arabinose e ribose) com potencial para 
produção de biocombustíveis16. 
No ano de 2008 foram produzidas 75 milhões de toneladas de bagaço de 
cana no Brasil, onde a maior parte desse bagaço foi incinerada para produção de 
energia e o restante utilizado como adubo. Já em 2013 foram produzidas 173 milhões 
toneladas de bagaço de cana-de-açúcar no Brasil, segundo a União dos Produtores 
de Bioenergia - UDOP. Assumindo este valor como média anual, sua utilização a para 
produção de etanol 2G aumentaria em ~37% o volume de etanol produzido a partir da 
mesma quantidade de área plantada11,12,14,17, minimizando inclusive, a impressão 
causada pela competição por área plantada já discutida acima13–15. 
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A produção de etanol 2G é atualmente a alternativa mais promissora para 
o aumento significativo da produção mundial de biocombustíveis. O princípio das 
tecnologias de segunda geração prevê a conversão da biomassa em etanol, incluindo 
os açúcares naturalmente consumidos por S. cerevisiae e, também, boa parte da 
matriz lignocelulósica que compõe a parede celular vegetal. Esta é composta por três 
principais componentes: i) celulose (40 a 50%); ii) hemicelulose (25 a 35%) e; iii) 
lignina (15 a 20%)1,16. Três etapas principais compõe o processo de segunda geração: 
i) Pré-tratamento; ii) Hidrólise Enzimática e iii) Fermentação. Na primeira etapa a 
biomassa é submetida a um tratamento, em geral físico-químico, que desestrutura a 
parede celular e resulta na liberação de celulose (polímero de D-glicose) e 
hemicelulose (heteropolímero composto por combinações de D-xilose, D-glicose, D-
manose, D-galactose e L-arabinose). Em seguida, estes polímeros são hidrolisados 
em monômeros, tais como os de glicose e xilose, que serão convertidos em etanol na 
etapa de fermentação18. 
É importante notar que a viabilidade econômica de quaisquer tecnologias 
é multifatorial. Depende em maior ou menor grau de: i) custos e processabilidade da 
matéria-prima; ii) custo operacional e eficiência do processo de pré-tratamento; iii) 
custos das enzimas e eficiência de hidrólise no processo industrial e; iv) da conversão 
eficiente dos açúcares em etanol. 
Especificamente na fermentação, o rendimento (i.e., produção de etanol 
em função da quantidade de açúcares disponíveis) e a produtividade (i.e., produção 
de etanol em função do tempo) são os dois principais parâmetros que denotam a 
eficiência do processo. Para obter o melhor rendimento é necessário converter em 
etanol não só os açúcares de 6 carbonos (glicose e frutose) como também os de 5 
carbonos (especialmente a xilose). No entanto, leveduras selvagens da espécie S. 
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cerevisiae não são capazes de converter xilose em etanol19–21. Neste caso, uma das 
alternativas para este problema é a transferência de genes de outros organismos 
capazes de consumir estes açúcares para S. cerevisiae22–25. 
Para obter alta produtividade é preciso converter glicose e xilose em etanol 
rapidamente. Neste contexto, várias das linhagens já desenvolvidas apresentam 
limitações a respeito do consumo total da xilose que excede 50 horas26. A 
produtividade é afetada também por inibidores intrínsecos ao processo de segunda 
geração, formados durante as etapas de pré-tratamento e hidrólise enzimática. Os 
mais estudados, como Ácido acético, Furfural, Hidroximetilfurfural (HMF) e compostos 
fenólicos, podem danificar microrganismos pela redução das atividades biológicas e 
enzimáticas, quebra de DNA e inibição da síntese de RNA e proteínas27. 
1.3. Uso de linhagens industriais 
Espécies de leveduras pertencentes aos gêneros Saccharomyces, 
Kluyveromyces e Candida são utilizadas na produção de etanol, porém a 
Saccharomyces cerevisiae é a levedura mais utilizada em fermentações industriais. 
Apesar de, desde a década de 1980, leveduras geneticamente modificadas 
para fermentação com alta eficiência estarem disponíveis, para o desenvolvimento de 
leveduras cada vez mais eficientes um tema bastante discutido é o uso de leveduras 
industriais (i.e., linhagens utilizadas e/ou isoladas em usinas de etanol) como 
plataformas. Linhagens industriais são tidas como robustas por possuírem um 
background genético que atribui a elas uma maior habilidade: i) crescimento ótimo em 
pH ácido; ii) nutrição requerida pouco rigorosa; iii) alta resistência à contaminação; iv) 
elevada produção e tolerância a altas concentrações de etanol28–30. No Brasil as 
linhagens PE-2 e CAT-1 têm sido alvos de estudos por terem representado juntas em 
2012 mais de 30% da produção de etanol 1G do país30,31. Em PE-2, por exemplo, sua 
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robustez têm sido associada à estrutura de seu genoma altamente heterozigoto31, o 
que faz com que os diferentes alelos atuem favorecendo a linhagem em diversas 
condições.  
1.4. Engenharia metabólica de S. cerevisiae para conversão de xilose em etanol 
Em S. cerevisiae a produção de etanol a partir da xilose depende da 
conversão deste açúcar em D-xilulose. Este, por sua vez, é convertido em D-xilulose-
5P pela enzima Xiluloquinase (XK ou XKS) e segue pela via das pentoses fosfato 
(PPP) para ser convertida em etanol (Fig. 1). Por possuir o gene XKS1 que codifica 
para a XKS, linhagens selvagens conseguem metabolizar D-xilulose, mas não 
conseguem converter eficientemente xilose em D-xilulose. Além disso, tal gene se 
apresenta muito pouco ativo. 
Por essa razão, duas vias heterólogas são alternativamente utilizadas: i) 
via oxi-redutiva, composta pelos genes xilose redutase (XR) e xilitol desidrogenase 
(XDH); ii) via da isomerase, composta pelo gene xilose isomerase (XI)32–34. No 
primeiro caso, a xilose é convertida em xilitol e em seguida em D-xilulose. No segundo, 
a xilose é isomerizada e convertida diretamente em D-xilulose (Fig. 1). 
A via oxi-redutiva possui uma produtividade maior, porém o rendimento é 
menor devido ao fato de ter xilitol como um produto intermediário e de apresentar um 
desbalanço redox, que prejudica a conversão de xilitol em D-xilulose35. Por outro lado, 
embora a via da xilose isomerase não apresente problemas relacionados ao balanço 
redox, a taxa de isomerização da xilose em D-xilulose é lenta, tornando a 
produtividade baixa. Por essa razão, são necessárias várias cópias de XI na grande 
maioria dos casos36. 
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Figura 1: Vias heterólogas para consumo de xilose em S. cerevisiae. Vias heterólogas introduzidas (cinza claro) 
por diversos estudos em S. cerevisiae para consumo de xilose (Acima: via oxi-redutiva; Abaixo: via da xilose 
isomerase). Note que S. cerevisiae selvagem possui a parte da via necessária para a obtenção de etanol a partir 
de xilose (o gene GRE3 atua de maneira semelhante ao XR e; XDH pouco ativo está presente), porém a produção 
se torna inviável pela ineficiência e acúmulo de xilitol. Em preto está a parte da via eficiente em S. cerevisiae 
selvagem.  XDH: xilitol desidrogenase; XI: xilose isomerase; XKS: xiluloquinase; XR: xilose redutase; PPP: via das 
pentoses fosfato. 
 
Outras modificações genéticas são realizadas com o objetivo de melhorar 
o rendimento/produtividade de linhagens transformadas com as vias oxi-redutiva ou 
da isomerase. Como exemplo, foi comprovado que o fluxo metabólico (i.e., 
velocidade) da via das pentoses-fosfato é um fator limitante para uma rápida 
fermentação de xilose. Foram estudados a simultânea superexpressão dos genes 
xiluloquinase (XKS), ribulose 5-fosfato isomerase (RKI1), ribulose 5-fosfato epimerase 
(RPE1), transcetolase (TKL1) e transaldolase (TAL1) em uma linhagem contendo a 
via da xilose isomerase. Com isso, foi obtido uma maior taxa de consumo anaeróbico 
de xilose, demonstrando a importância da superexpressão de genes dessa via33. Em 
outro estudo, resultado similar foi obtido pela superexpressão apenas dos genes TKL1 
e TAL137, onde apenas o segundo mostrou ser significativo para o consumo de xilose, 
tornando potencialmente importante sua regulação juntamente aos genes XI e XKS 
para consumo na via da xilose isomerase. É importante notar que as linhagens 
utilizadas são H158 e RWB217 com genes estudados sob regulação dos promotores 
PGK1p, ADH1p e TPI1p inseridos em plasmídeos, demonstrando que o aumento na 
velocidade de produção depende também da levedura usada como plataforma 
(background genético) e, além disso, do quanto cada linhagem expressa cada gene 
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em questão. Outra modificação empregada é a deleção do gene aldose redutase 
(GRE3)38. Esta enzima converte de forma inespecífica açúcares simples de cinco 
carbonos (xilose e arabinose) em xilitol. Especialmente na via da isomerase, o xilitol 
derivado de xilose ou arabinose pode atuar como inibidor da enzima xilose 
isomerase39. 
Além disso, outra abordagem é a engenharia evolutiva. Nesta, linhagens 
previamente desenvolvidas são submetidas a pressões seletivas visando selecionar 
as que mais se adaptam em meios semelhantes aos industriais. Linhagens nas quais 
XI foi introduzida e depois foram submetidas à evolução dirigida mostraram melhores 
taxas de fermentação de xilose, mas ainda requeriam oxigênio para o crescimento40. 
Diversos outros trabalhos mostram que a engenharia evolutiva é possível 
e promissora, uma abordagem amplamente utilizada, mas que requer muito trabalho 
normalmente derivado por vezes das tentativas de melhorar o trade-off (um equilíbrio 
entre duas características desejáveis, mas incompatíveis). Durante uma evolução 
para consumo de xilose, a levedura poderia vir a perder parte da sua robustez 
enquanto se tenta manter outras características também tidas como importantes. 
Juntamente a isso, o principal desafio se torna então alcançar leveduras que tornem 
a produção de etanol economicamente viável35,40–42. 
1.5. Evolução da Via da Xilose Isomerase 
Foi sugerido já nos anos 1980 que a engenharia metabólica de leveduras 
poderia ser baseada na introdução do gene XI ao invés de utilizar a via constituída por 
XR e XDH na conversão de xilose à xilulose35. Em um dos estudos buscando 
melhorias para o consumo de xilose nos processos fermentativos, o gene xylA de 
Thermus thermophilus que codifica a enzima xilose isomerase (EC 5.3.1.5) foi 
expresso em S. cerevisiae sob controle do promotor PGK1 de leveduras. Com essa 
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construção, a xilose isomerase recombinante mostrou alta atividade à 85°C. Desse 
modo, uma nova via metabólica funcional em S. cerevisiae foi demonstrada com 
formação de etanol durante a fermentação de xilose com limitação de oxigênio. Porém 
ácido acético foi também formado durante a fermentação, o que afeta negativamente 
a velocidade de consumo dos substratos. As bactérias selvagens que possuem o gene 
xylA primeiramente isomerizam a xilose em xilulose através da enzima xilose 
isomerase, para tal molécula entrar na via das pentoses fosfato. Em leveduras tais 
como Candida shehatae, Pachysolen tannophilus e Pichia stipitis, a xilose é 
primeiramente reduzida à xilitol, como visto na via oxi-redutiva43. 
Contudo, houve uma nova descoberta de XI, agora proveniente do 
organismo Piromyces sp.E2, que quando expressa em S. cerevisiae mostrou atividade 
significativa, permitindo assim o crescimento da linhagem em xilose, mas ainda de 
maneira lenta. A expressão funcional da xilose isomerase não foi suficiente para obter 
altas taxas de fermentação anaeróbica de xilose em S. cerevisiae33. 
XIs geralmente necessitam de cátions divalentes, dentre eles Co2+, Mn2+ e 
Mg2+. Muitas das enzimas necessitam de Co2+ e foi demonstrado que S. cerevisiae 
acumula esse íon, porém não se sabe se em seu citosol ou em organelas como o 
vacúolo. Outros fatores de potencial relevância para engenharia metabólica de 
leveduras incluem a alta temperatura ótima (60–80°C) e o alto valor de pH ótimo (7.0–
9.0) de muitas das XI descobertas. Por isso, devido às características de S. cerevisiae 
como organismo amesófilo de pH citosólico abaixo de 7, a atividade e expressão 
heteróloga intracelular de XI poderia ainda não levar a resultados favoráveis. A 
expressão do gene xylA de Piromyces sp. E2 sob controle de um promotor forte e 
constitutivo (TPI1p) em uma cepa laboratorial específica resultou na atividade de XI 
similares às enzimas-chave da fermentação alcoólica de glicose. Aparentemente, as 
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condições do citosol de S. cerevisiae não impedem o exato dobramento de XI de 
fungo, uma vez que tal falha foi reportada para Streptomyces rubiginosus. Além disso, 
XI de Piromyces possui alto rendimento em temperatura ótima de cultura de S. 
cerevisiae (30°C) ao contrário de T. thermophilus35. 
1.6. Engenharia de fluxo metabólico 
Recentemente, têm-se demonstrado que o balanço do fluxo de vias 
metabólicas heterólogas é uma grande alternativa para se alcançar alto desempenho 
e produtividade39,44,45. Os níveis de expressão de diferentes genes de uma via, as 
proporções entre eles, assim como os intermediários catabólicos da mesma via, são 
todos fatores-chave para utilização/produção do composto de interesse pelas 
leveduras46. Neste contexto, estratégias para adequar o fluxo metabólico incluem o 
uso de diferentes promotores para obter um ajuste fino da expressão de cada gene 
constituinte da via metabólica de interesse47. Uma alternativa seria a produção de 
bibliotecas levando um mesmo promotor a diferentes forças resultantes através de 
técnicas que provoquem mutação na sequência promotora. As diferentes versões de 
um mesmo promotor regulando um gene de interesse podem ser selecionadas 
posteriormente pela linhagem que apresenta o melhor fenótipo dentro do que se 
espera. Desse modo, de maneira aleatória se consegue provavelmente a melhor força 
dada por um promotor em uma determinada condição. 
Ainda com o fim de permitir a produção comercialmente viável de 
compostos como o etanol, o fluxo metabólico das vias heterólogas deve ser otimizado 
para evitar também uma sobrecarga metabólica decorrida da superexpressão de 
certos genes, desequilíbrio redox, a acumulação de intermediários instáveis ou tóxicos 
ou outros pontos que resultam na inibição do crescimento da produção e das células 
atuantes no processo47. (Fig. 2). 
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Figura 2: Mecanismos de controle negativo. A repressão catabólica pode atuar em diferentes etapas desde a 
transcrição dos genes até a atuação das enzimas originadas pelos mesmos (modificado de Klein et al, 1998)48. 
 
Promotores se diferem principalmente pela força (i.e., nível de transcrição) 
e pela sua regulação, podendo serem constitutivos ou induzidos/condicionados a 
diferentes condições. Estes podem ser obtidos pela i) caracterização prévia da 
expressão gênica49,50; ii) por modificações dirigidas de promotores já conhecidos, 
demonstrada pelo aumento da ativação transcricional através da adição de upstream 
activating sequences (UAS)51 e; iii) pela adição de mutações aleatórias, utilizando, por 
exemplo, a metodologia conhecida como Error-prone PCR (Ep-PCR). Esta última 
permite obter a partir de um promotor forte, diversos níveis de expressão do gene alvo 
devido a mutações adicionadas neste durante a amplificação52.  
Trabalhos recentes têm demonstrado também a importância das regiões 
terminadoras na regulação da transcrição53–55. Consequentemente, podem interferir 
diretamente no ajuste do fluxo metabólico. Resumidamente, os terminadores estão 
associados primariamente a dois eventos que constituem a expressão gênica: i) 
terminação da transcrição e ii) regulação pós-transcricional. Nestes eventos, o 
terminador determina a posição em que o mRNA será clivado para adição da cauda 
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poli(A)56,57 e; a estabilidade, eficiência traducional e a localização do mRNA58, 
respectivamente. 
Em trabalhos independentes utilizando S. cerevisiae, Yamanishi59, 
Curran53 e seus colaboradores identificaram diferentes terminadores que conferem 
um aumento significativo na expressão do gene repórter yEGFP em comparação com 
o terminador CYC1t, amplamente utilizado para construção de cassetes para 
expressão em leveduras. No primeiro trabalho, a região regulatória foi definida como 
500 bp a partir do stop codon. No segundo caso, os autores utilizaram 50 bp além da 
região 3’UTR60,61 de cada gene (variando de 130 a 950 bp). Juntos estes trabalhos 
demonstram que a sequência exata do terminador pode influenciar na função do 
mesmo e que este parâmetro deve ser considerando nas construções genéticas. 
Foi demonstrado também que, através da combinação de um terminador 
de alta eficiência com um promotor de baixa expressão, foi possível obter o mesmo 
resultado fenotípico de uma construção com um promotor considerado forte. Desse 
modo, sabe-se então que os terminadores podem ser utilizados agora e cada vez mais 
no futuro para o controle de vias metabólicas, tais como promotores são usados 
tradicionalmente. Sob a regulação de um promotor de baixa expressão (i.e., fraco), 
um terminador de alta eficiência pode elevar a expressão do gene em mais de 35 
vezes. No exemplo apresentado por Curran e colaboradores53, linhagens de S. 
cerevisiae cresceram mais a partir da xilose quando o gene xilose isomerase foi 
combinado com o promotor TDH3p e terminador CPS1t, provando ainda que um 
promotor forte e um terminador eficiente atuam em sinergia. Ambas regiões haviam 
sido previamente caracterizadas. 
Adicionalmente, observou-se que o tempo de meio-vida de mRNA é a maior 
causa da variação no nível de expressão de transcritos e proteínas. Foi demonstrado 
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que, utilizando terminadores que conferem um maior tempo de meia-vida ao mRNA, 
a diferença no nível de transcritos pode ser 6,5 vezes maior, mesmo junto a 
promotores fortes53. Como citado por Curran e também por Ito e colaboradores 
espera-se assim que o uso de promotores fortes com terminadores fortes tenham um 
efeito sinérgico para o aumento no nível de expressão de um gene endógeno ou 
transgene55. 
Esforços então devem ser alocados para identificação de promotores que 
levem à alta expressão durante a fermentação de glicose e xilose e para 
caracterização de terminadores para maior eficiência traducional. O balanço do fluxo 
de vias metabólicas heterólogas pelo ajuste da expressão e das propriedades das 
enzimas de uma via é uma tarefa árdua, mas crítica para perceber e alcançar o 
potencial total de um microrganismo62. 
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2. JUSTIFICATIVA 
Questões ambientais e a oscilação no mercado do petróleo têm provocado 
um contínuo aumento na demanda por biocombustíveis. Por essa razão, nações em 
todo o mundo estão adotando cada vez mais políticas para promover o uso de fontes 
de energia renováveis. Neste cenário, onde produzir biocombustíveis é cada vez mais 
necessário, destaca-se os esforços de instituições públicas e privadas no 
desenvolvimento de tecnologias que sejam economicamente viáveis. É importante 
notar que, no caso do etanol, uma parcela importante da viabilidade dos modelos 
econômicos é atribuída à expectativa do rendimento da levedura empregada no 
processo fermentativo.  
Neste contexto, a otimização do fluxo metabólico apresenta-se como uma 
alternativa para o melhoramento de linhagens de leveduras e desenvolvimento de 
novas. Através do emprego da técnica de qPCR é possível validar novos promotores 
que se destaquem especificamente nas condições relevantes para que o processo de 
produção de etanol seja viável, uma vez que os promotores descritos pela literatura 
podem não estar representando as situações que são enfrentadas pelas leveduras no 
processo de segunda geração. Do mesmo modo se faz necessária a validação de 
terminadores provenientes de linhagens já descritas, já que é possível que o 
comportamento de cada região terminadora seja diferente em cada uma das mais 
variadas condições possíveis para uma dorna de fermentação. Além disso, 
promotores e terminadores podem possuir diferentes sequências e tamanhos de uma 
linhagem para outra, o que afeta também como cada um deles se comporta em 
distintas situações. 
Para atingir resultados relevantes nas condições industriais em processos 
fermentativos de segunda geração é preciso o estudo do comportamento das 
linhagens estudadas durante a fermentação não só da glicose, mas também do 
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principal açúcar de 5 carbonos contido nos meios em questão: a xilose. Esse açúcar, 
por sua vez, que não é consumido naturalmente por S. cerevisiae, acaba tendo seu 
consumo afetado pela repressão catabólica em meios de fermentação contendo 
glicose, o que nos leva à busca de regiões reguladoras para os genes de consumo de 
xilose que funcionem muito ativamente durante o consumo de glicose, esperando 
assim o consumo simultâneo dos açúcares presentes em uma mesma fermentação. 
Entretanto, tais estratégias só fazem sentido uma vez que se tenha como hospedeiro 
uma levedura já adaptada ao ambiente industrial, o qual é hostil por diversos fatores 
e dificultaria por si só as análises comparativas entre sequências reguladoras. 
Desse modo, a caracterização de promotores durante a co-fermentação de 
glicose e xilose somada à análise dos efeitos dos terminadores sobre a produção das 
enzimas de interesse se mostram como uma das mais promissoras alternativas em 
busca de melhores resultados econômicos e ambientais tidos pelo rendimento e 
produtividade do processo de segunda geração. 
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3. OBJETIVOS 
Caracterizar elementos regulatórios para engenharia do fluxo metabólico 
de xilose em Saccharomyces cerevisiae linhagem industrial PE-2. 
 
• Objetivos específicos 
o Analisar dados de transcriptoma para escolha de promotores mais 
fortes/constitutivos a partir de bibliotecas de RNAseq obtidas de 
experimentos realizados em condições industriais; 
o Validar promotores pelo nível de expressão e constitutividade 
durante a co-fermentação de glicose e xilose através da técnica de 
qPCR; 
o Validar terminadores descritos na literatura por citometria de fluxo 
quanto a estabilidade traducional; 
o Montar via com os principais genes de consumo de xilose (XI, XKS e 
TAL1) controlados pelos promotores e terminadores previamente 
caracterizados. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Meios de cultura e Soluções 
• Meio LB  
o 10g/L Triptona; 5g/L Extrato de levedura; 10g/L NaCl, 20g/L ágar 
• Meio LB Amp  
o 10g/L Triptona; 5g/L Extrato de levedura; 10g/L NaCl, 20g/L ágar; 
100μg/mL ampicilina 
• Meio YEPD 
o 10 g/L de extrato de levedura; 20 g/L de peptona; 20 g/L de glicose 
• Meio YEPDX 
o 10 g/L de extrato de levedura; 20 g/L de peptona; 45 g/L de glicose; 
30g/L de xilose - quantidade de açúcares aproximada ao obtido em 
hidrolisado de palha de cana-de-açúcar 
• Meio YNB URA- 
o 6,7 g/L YNB com sulfato de amônio; 20 g/L Glicose; 1 g/L media 
dropout 
• PEG/LiAc  
o 40% PEG 3350; 10mM Tris-HCl; 1mM EDTA; 0.1M LiAc 
• Resuspension Buffer 
o 100mM NaCl; 10mM Tris pH 8.0; 1mM EDTA pH 8.0; 0.1% SDS 
• Solução P1 
o 50 mM Tris-HCl pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0; 100 μg/mL RNase A 
• Solução P2 
o 1% SDS, 0,2 M NaOH 
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• Solução P3 
o 3.0 M Acetato de Potássio, pH 5,5 
 
4.2. Linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas 
• LVY34.4L (derivada de PE-2, haploide, modificada para consumo de 
xilose, gentilmente cedida pela empresa GranBio Celere; INPI: 
BR1020140227180) 
• FGY050.A1 (ΔURA3, haploide, derivada de PE-2) 
• JAY291 (derivada do diploide JAY270, levedura PE-2 industrial) 
• S288c (linhagem laboratorial, MATα SUC2 gal2 mal2 mel flo1 flo8-1 hap1 
ho bio1 bio6) 
 
4.3. Definição de promotores a partir de dados de transcriptoma e literatura 
Para buscar promotores fortes e constitutivos foram analisados dados 
obtidos a partir de experimentos realizados previamente pelo grupo de pesquisa do 
LGE. Foram avaliadas trinta e sete bibliotecas de transcriptoma (RNA-seq) da 
levedura PE-2 amostrada em experimentos de laboratório e em fermentações 
industriais de primeira geração incluindo as seguintes condições: início e fim do 
processo fermentativo (2 e 8 horas); diferentes temperaturas (31 e 37°C) e; diferentes 
concentrações de açúcares iniciais (de 18 à 24%). Para a análise, foi desenvolvido e 
utilizado o pipeline apresentado na figura 4 buscando por 10 candidatos. 
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Figura 4: Pipeline desenvolvido para escolha de 10 genes mais fortes e constitutivos a partir de dados gerados 
por RNA-seq. 
 
 Foram escolhidos ainda três promotores descritos amplamente na 
literatura e reconhecidos como fortes (PGK1p, TEF1p e HXT7p)50, tendo assim uma 
base comparativa de força desses promotores e dos novos a serem avaliados e; três 
promotores descritos como induzidos durante o metabolismo de xilose em linhagens 
desenvolvidas para consumir este açúcar (NQM1p, TKL2p e GND2p)63 uma vez que 
o objetivo desse trabalho é a otimização do fluxo metabólico de xilose em S. 
cerevisiae. Faz-se relevante notar também que os três genes selecionados e 
relacionados ao metabolismo de xilose pertencem à via das pentoses-fosfato, 
essencial para a conversão de D-xilose em etanol. Com isso totalizamos 16 
promotores para as análises posteriores. 
 
4.4. Obtenção das sequências promotoras e terminadoras 
Os promotores foram amplificados considerando as sequências preditas no 
banco de dados YPA (Yeast Promoter Atlas - http://ypa.csbb.ntu.edu.tw/)64 baseados 
em estudos feitos com a linhagem S288c. Pretendeu-se assim que na amplificação 
para a montagem não fossem excluídas regiões essenciais para a funcionalidade de 
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cada promotor, tais como regiões ativadoras de transcrição. Uma vez escolhidas, as 
regiões foram amplificadas do genoma da linhagem JAY291. 
Da mesma maneira, os terminadores foram obtidos através do banco de 
dados SGD (Saccharomyces Genome Database - http://www.yeastgenome.org/) para 
sequências da linhagem S288c, uma vez que os resultados provenientes dos estudos 
com essa linhagem se mostraram mais robustos53. Os tamanhos das sequências 
terminadoras respeitaram a predição de Tuller e colaboradores60. Nos casos em que 
tal grupo de pesquisa não conseguiu prever o tamanho exato do terminador, foram 
utilizados como terminadores gênicos 250bp a partir do stop códon, como 
determinado por Curran e colaboradores53.  
 
4.5. Co-fermentação de glicose e xilose em condições de laboratório 
A co-fermentação foi realizada com a levedura LVY34.4L considerando 
cinco réplicas biológicas com três réplicas técnicas por ponto analisado. Colônias 
isoladas foram individualmente inoculadas em YEPD e crescidas overnight em 
agitação (200rpm) à 30°C. Em seguida, o volume apropriado de cada cultura foi 
transferido para 50mL de YEPDX em garrafas do tipo Schott de 50mL para mimetizar 
a condição de semi-anaerobiose. O teste iniciou com a OD600=0,25 e o crescimento 
das culturas foi acompanhado por pelo menos 36 horas com coleta de amostras em 
intervalos periódicos. A cada ponto coletado o crescimento foi avaliado pela medida 
da absorbância em 600nm e alíquotas dos sobrenadantes foram armazenadas para a 
quantificação dos açúcares e produtos da fermentação por HPLC. 
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4.6. Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Todas as reações de PCR foram realizadas com a enzima High Fidelity 
Phusion Polymerase seguindo as instruções do fabricante (NEB - New England 
Biolabs) devido à alta fidelidade da enzima, evitando mutações que invalidassem o 
trabalho. Cada reação consistiu em 1X Phusion HF Buffer, 0,5μM primers, 200 μM 
dNTPs, 1U Phusion DNA polimerase e 0,5μL DNA. DMSO foi utilizado em reações 
onde os primers excediam 25 bases. As exceções se deram apenas nas reações de 
PCR utilizadas para confirmação por tamanho (item 4.10). 
 
4.7. Montagem de cassetes em leveduras (Gap-Repair Cloning) 
A montagem dos cassetes foi feita de acordo com os procedimentos 
descritos por Kuijpers et al65 adaptado de Ma et al66. Em resumo, partes são 
amplificadas com primers apropriados contendo 42bp de homologia ao fragmento 
subsequente. Após essa etapa, utiliza-se quantidades “equimolares” de todas as 
partes para transformação da linhagem FGY050.A1, pelo método de transformação 
de leveduras por acetato de lítio (LiAc)67. O DNA total foi então extraído de 
aproximadamente 20 transformantes selecionados e transformado em E. coli para 
posterior extração dos plasmídeos. A confirmação da montagem foi feita por 
amplificação do cassete, por digestão do plasmídeo extraído e/ou por sequenciamento 
de partes específicas. 
As montagens realizadas nesse projeto foram feitas associando os 
cassetes de interesse ao vetor de baixa cópia pRS316 (Fig. 3), gentilmente cedido por 
Juan Argueso (University of Colorado Boulder). A necessidade de um plasmídeo de 
baixa cópia se deve ao estudo de pequenas variações em fluorescência e expressão 
analisadas nesse trabalho que seria afetadas por um plasmídeo alta cópia. O 
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plasmídeo pRS316 foi amplificado (primers na Tabela 1 - Anexo II) a partir do molde 
e em seguida a reação passou por digestão com a enzima DpnI (5U DpnI-Fermentas 
por 4 horas à 37ºC) que digere apenas os plasmídeos molde, já que a mesma atua 
em sítios GATC metilados. A cada procedimento, o vetor foi confirmado em gel de 
agarose 1%. Bandas foram extraídas do gel utilizando o Wizard® SV Gel and PCR 
Clean-Up Sustem (Promega) seguindo as instruções do fabricante. Já as construções 
contendo o gene yECitrine tiveram este amplificado a partir do vetor pJ411 (DNA2.0, 
USA). 
 
Figura 3: Mapa do plasmídeo de baixa cópia pRS316. Estão presentes origens de replicação para bactérias e 
leveduras, o gene de resistência à ampicilina AmpR, o gene lacZ e o gene URA3 para transformação em leveduras 
auxotróficas para uracila. 
 
 
4.8. Transformação de PE-2 pelo método de acetato de lítio 
As linhagens foram transformadas pelo método de acetato de lítio67. 
Resumidamente, a transformação foi realizada com 100-200ng de DNA de interesse 
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e 0,1mg de DNA de esperma de salmão (Life Technologies) em 100μL de leveduras 
competentes. Em seguida, 600μL de PEG/LiAc são adicionados. Após 
homogeneização vigorosa (vórtex), as células são mantidas em agitação à 200 rpm 
por 1h à 30ºC. Após 70μL de DMSO adicionados, as células são submetidas a um 
choque térmico (15min à 42ºC e 2min no gelo). Os transformantes são selecionados 
em placas contendo o meio sintético YNB URA-, permitindo o crescimento apenas de 
células que incorporarem o DNA de interesse. A integração correta do DNA é 
posteriormente confirmada por PCR ou sequenciamento. 
 
4.9. Extração de plasmídeos por lise alcalina 
Plasmídeos foram extraídos de E. coli utilizando os procedimentos de lise 
alcalina descritos por Birnboim e Doly. 3mL de culturas crescidas por 14-16 horas 
(overnight) foram centrifugadas em tubos de 1,5mL (do tipo eppendorf) por 2 min à 
13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, a lise e a precipitação de 
restos celulares foi realizada pela adição de 300μL de solução P1, 300μL de solução 
P2 e 300μL de solução P3, mantendo intervalos de 5-10 min entre a adição de cada 
solução. Após centrifugação por 10 min à 13000 rpm, o sobrenadante foi transferido 
para tubos novos (700μL). 700μL de isopropanol 100% foram adicionados e o DNA 
foi precipitado por centrifugação à 13000 rpm por 15 min. O pellet foi lavado com 
700μL de etanol 70% e ressuspendido com 10-30μL de H2O-DEPC. A cada extração 
o DNA foi quantificado no espectrofotômetro NanoDrop (Thermo Scientific). 
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4.10. Confirmação de sequências e cassetes em leveduras 
As confirmações das sequências estudadas e construídas nesse projeto se 
deram por amplificação através de PCR, digestão por enzimas de restrição e 
sequenciamento. 
As amplificações por PCR foram feitas com a enzima GoTaq® Flexi DNA 
Polymerase (Promega) seguindo o protocolo do fabricante. Cada reação foi 
constituída por 1X GoTaq® Flexi Buffer, 1mM MgCl2, 0,5μM primers, 800 μM dNTPs, 
1,25U DNA polimerase e 0,5μL DNA. 
As reações de digestão possuíam 5μg DNA, 10U enzima de restrição e 1X 
Buffer. Posteriormente eram incubadas por 4h à temperatura indicada pelo fabricante 
(37°C) e em seguida submetidas à separação em gel de agarose por eletroforese. 
Quando necessário, as montagens foram confirmadas por 
sequenciamento68. Primers apropriados foram montados contendo 20bp sendo 
complementares a regiões específicas do vetor plasmidial e de seus insertos. Foi 
utilizado o sequenciador Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (POP-7TM 
Polymer; Capillary Array, 50cm) (Life Technologies®). Para cada amostra, a reação 
de sequenciamento foi constituída por: 1X BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosciences); 1,6 μM primer e 200-500ng DNA. Após 
desnaturação inicial à 94ºC por 2min, foram realizados 35 ciclos de desnaturação à 
94ºC por 20s, anelamento à 55ºC por 30s e extensão à 60ºC por 2min. A precipitação 
foi realizada com isopropanol em concentração final de 60%, seguida de uma lavagem 
com 200μL de etanol 70%. O DNA foi ressuspendido em 10μL de formamida e 
desnaturado à 95ºC por 5 minutos com choque térmico em gelo por 5 minutos. 
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4.11. Procedimentos para transformação de bactérias 
Escherichia coli DH5α (Life Technologies) foi utilizada em todos os 
procedimentos de clonagem ou propagação de DNA plasmidial. Células 
eletrocompetentes foram preparadas seguindo o protocolo proposto por Sambrook e 
Russell. Resumidamente, 1L de cultura (OD600 = 0,35-0,4) foi centrifugado a 1.000x g 
por 5min à 4ºC. O pellet foi sucessivamente centrifugado e lavado duas vezes com 
água MilliQ estéril e duas vezes com glicerol 10%. Ao final das lavagens as células 
foram ressuspendidas em 1mL GYT (10% v/v Glicerol; 0,125% p/v Extrato de 
levedura; 0,25% p/v Triptona). Alíquotas de 40μL foram congeladas instantaneamente 
em nitrogênio líquido e estocadas a -80ºC. Cubetas de 2mm foram utilizadas para a 
eletroporação utilizando Gene Pulser Xcell Electroporation System com parâmetros 
ajustados para E. coli (C=25μF; PC=200ohm; V=2.5kV) (BioRad®). Células foram 
recuperadas em 1 mL de meio LB e mantidas à 37ºC por 1h. 50-200uL foram 
plaqueados em meio LB Amp e as placas foram mantidas à 37ºC por 14-16h 
(overnight). 
 
4.12. Ensaio quantitativo de fluorescência por citometria de fluxo 
A citometria de fluxo foi utilizada para validar terminadores fusionados ao 
gene repórter yECitrine. Nesses casos foi utilizado o equipamento BD FACS Canto 
IITM (BD Biosciences) do Laboratório Central de Tecnologias de Alto Desempenho da 
UNICAMP (LaCTAD), sob forma de prestação de serviço. Todos os experimentos 
foram realizados em triplicatas biológicas. Células foram coletadas na fase log do 
crescimento e diluídas para a concentração adequada. Dados de intensidade de 
fluorescência do gene yEcitrine foram coletados e avaliados em 100.000 eventos por 
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amostra. O software FlowJoTM foi utilizado para analisar os dados e para calcular os 
valores médios de fluorescência. 
 
4.13. Validação dos promotores por Real-Time PCR 
A expressão dos genes regulados pelos dezesseis promotores 
previamente selecionados foi analisada em diferentes pontos durante a co-
fermentação de glicose e xilose em condições de laboratório. Para isso, utilizou-se 
a técnica de Real-Time PCR seguindo os procedimentos descrito por Nolan et al69. 
Em resumo, o RNA foi extraído pelo método de extração quente com 
fenol ácido, utilizando solução de fenol ácido:clorofórmio:álcool isoamílico (pH 5; 
25:24:1) e SDS à 65°C. As células sofrem lise pela agitação de beads de vidro e 
fenol adicionados na amostra tamponada, juntamente ao aquecimento da mesma. 
Em seguida são realizadas etapas de retirada do fenol da amostra e de 
precipitação do RNA com acetato de sódio 3M (pH5,3) e etanol 100% e 70%, 
respectivamente. 
Posteriormente, moléculas de cDNA foram sintetizadas a partir de 1µg 
de RNA molde extraído previamente de cada amostra utilizando SuperScript II kit 
(Life Technologies). Para cada reação de amplificação foram utilizados 200nM de 
primers específicos, 1X SYBRGreen (Applied Biosystems) e 100ng de cDNA. 
Quando necessário foram feitas adaptações na concentração dos primers para 
otimizar a eficiência da reação. Como controles, foi analisada a expressão dos 
genes TEF1, PGK1 e HXT7, os quais são bem estabelecidos como promotores 
fortes para expressão em S. cerevisiae50. Os procedimentos para padronização 
das reações utilizando primers apropriados (Tabela 2 - Anexo II) foram realizados 
começando em concentrações de 200nM de cada primer e cDNA obtido a partir 
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de 5ng de RNA total, mostrando-se como ótimas concentrações para realização 
do experimento em quase todos os casos. Concentrações de 300nM de cada 
primer e cDNA obtido a partir de 20ng de RNA total foram necessárias apenas para 
alguns genes (Tabela 2 - Anexo II). 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. Análise de RNAseq sugere novos promotores para expressão heteróloga 
  Considerando os maiores valores de expressão dado por TPM (transcripts 
per million) – normalização do RPKM (reads per kilobase per million) – e a menor 
variação entre as bibliotecas – representada pelo valor de Z-Score –, foram 
selecionados os promotores dos genes TDH1, SED1, CDC19, CPR1, BGL2, GLK1 e 
SCW4 (Fig. 5) tidos como novos candidatos para expressão heteróloga. Ainda é 
importante notar que outros três promotores identificados nessa mesma análise 
(ADH1p, FBA1p e TPI1p) já são amplamente utilizados como promotores fortes para 
a expressão heteróloga em S. cerevisiae70 
 
 
Figura 5: Análise in silico de dados de RNA-seq e seleção de promotores. Dados de expressão são apresentados 
em log2 TPM (transcripts per million) de 37 experimentos independentes. À direita se apresentam os genes em 
ordem decrescente de força média por todos os experimentos. 
 
Como apresentado na tabela 3 (Anexo II), a maior parte dos genes 
selecionados pelo pipeline estão relacionados à glicólise. Provavelmente devido às 
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situações estressantes intrínsecas às condições industriais foram identificados 
também os genes SED1 e SCW4, os quais estão relacionados à estresse71 e 
formação da parede celular72. Como descrito anteriormente, a etapa de definição dos 
promotores ainda incluiu três promotores discutidos amplamente na literatura (PGK1p, 
TEF1p e HXT7p) e três promotores induzidos durante o metabolismo de xilose em S. 
cerevisiae (NQM1p, TKL2p e GND2p) (Fig. 6). Ainda foi constatado que os promotores 
de PGK1, TEF1 e HXT7 não foram selecionados pela análise transcriptômica (pipeline 
contido no item 4.3 desse projeto) pela variação que apresentaram em relação aos 
outros genes selecionados, ou seja, a etapa que buscava genes constitutivos barrou 
a seleção desses promotores para os filtros de seleção utilizados posteriormente na 
análise. 
 
Figura 6: Relação entre os promotores obtidos pela análise in silico de transcriptomas, descritos na literatura e 
relacionados ao metabolismo de xilose. 
 
5.2. Validação dos promotores por Real-Time PCR 
Para a validação dos promotores foi realizado um ensaio fermentativo em 
meio YEPDX, contendo concentrações de açúcares equivalentes a encontrada em 
hidrolisados comerciais (comunicação pessoal). As fermentações foram realizadas 
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em condição semi-anaeróbica utilizando a linhagem LVY34.4L. Foram utilizadas na 
análise por Real-Time PCR amostras coletadas após 12 e 15 horas, correspondendo 
à fase exponencial de crescimento e de consumo de glicose e à fase exponencial de 
consumo de xilose, respectivamente (Fig. 7). 
 
 
Figura 7: Co-fermentação em meio YEPDX utilizando a levedura LVY34.4L. Médias e desvio padrão de cinco 
réplicas biológicas.  Experimento realizado para análise por Real-Time PCR dos novos promotores candidatos em 
comparação com os cinco já selecionados. As setas apresentam os pontos considerados na próximas análise (12 
e 15h) que representam a fase de consumo exclusivo de glicose e de consumo exclusivo de xilose, 
respectivamente. 
 
O resultado da extração apresentou rendimento satisfatório. A integridade 
e qualidade do RNA extraído foram bastante adequadas como pode ser visto na figura 
a seguir (Fig. 8). 
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Figura 8: Análise da integridade de RNA. Experimento realizado para análise por Real-Time PCR dos promotores 
candidatos. As amostras dos pontos 1-5 são de cinco réplicas biológicas do ponto 12h. Já as amostras de 6-10 
mostram cinco réplicas biológicas do ponto 15h.O gel mostra a boa qualidade do RNA extraído. 
 
Primeiramente, a especificidade de amplificação de cada primer foi 
avaliada em reação preliminar a partir da análise da curva de melting. Em seguida, a 
eficiência da reação foi avaliada através da diluição seriada do pool de cDNAs 
previamente sintetizados. Para os 16 pares de primers avaliados as reações 
apresentaram de 90,2% a 109,9% de eficiência e foram consideradas apropriadas 
para as análises73 (Fig. A-M - Anexo I). Tais etapas são essenciais e imprescindíveis 
para resultados robustos obtidos através dessa técnica, uma vez que na falta de 
observância dessas variáveis, as chances de relevância e reprodutibilidade dos dados 
diminuem drasticamente. 
Inicialmente, foi proposto para esta etapa avaliar durante a fermentação em 
hidrolisado de palha de cana de açúcar a expressão dos genes regulados pelos 
dezesseis promotores selecionados, já que dados que representem de forma ainda 
mais verossímil em relação a fermentações industriais de segunda geração poderiam 
trazer novos insights em estudos posteriores. No entanto, dois fatores inviabilizaram 
esta análise para esse trabalho: i) dificuldade de obtenção do hidrolisado; e ii) 
dificuldade de obtenção de RNA total com qualidade suficiente para experimentos de 
Real-Time PCR, devido principalmente à ocorrência de compostos fenólicos 
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possivelmente derivados da lignina que prejudicam a extração do RNA (co-
precipitação com o RNA). Diversas tentativas de extração foram realizadas, porém em 
todos os procedimentos o RNA obtido apresentou baixa qualidade e rendimento, além 
de degradação total ou parcialmente significativa. 
 
Promotores são diferencialmente regulados durante a co-fermentação 
Compilando os dados obtidos através de qPCR, realizamos então uma 
análise em gráfico boxplot (Fig. 9). Como observado, SED1 apresentou a menor 
variação nas condições avaliadas e foi utilizado como normalizador do experimento, 
enquanto PGK1, TEF1 e TDH1 foram os que apresentaram o maior valor médio de 
expressão. É importante notar que quando comparado aos dados obtidos diretamente 
da análise da expressão global resultante dos experimentos de RNA-seq com pipeline 
desenvolvido (Fig. 5) não foi observada a mesma relação de força entre os genes 
selecionados, sugerindo que genes como SCW4 e CDC19 são induzidos, em média, 
mais ainda durante co-fermentações de glicose e xilose. 
Pela análise do gráfico, notamos que todos os promotores escolhidos para 
validação durante a co-fermentação se mostraram mais fortes do que os genes 
descritos como muito expressos durante o metabolismo exclusivo de xilose na 
literatura (genes marcados em verde). Isso mostra que o objetivo desse projeto 
relacionado a encontrar promotores mais fortes para a possível otimização do 
consumo de xilose foi alcançado. Além disso, essa análise sugere também que não 
há relação direta entre força e constitutividade relativas a um promotor, uma vez que 
cada um dos genes analisados mostrou estabilidade e nível de expressão variáveis 
durante a co-fermentação realizada. 
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Figura 9: Análise da expressão por qPCR. Compilação de dados em gráfico boxplot dos resultados de expressão 
(Ct absoluto) obtidos para os treze genes avaliados. O eixo vertical se apresenta em ordem decrescente, pois os 
valores de Ct absolutos menores representam as maiores expressões gênicas. Quanto menor a caixa revelada 
por um gene, mais constitutivo é o mesmo. Os genes estão organizados pelo valor de Ct absoluto no ponto 12h. 
Os traços dentro das caixas representam a média de expressão dos 2 pontos analisados (12h e 15h), enquanto 
os quadrados representam a mediana. 
 
Para cada gene e cada metabolismo predominante, os valores relativos de 
Ct das cinco réplicas biológicas de cada ponto analisado foram obtidos e são 
apresentados na figura 10. Podemos perceber que a comparação dos níveis de 
expressão relativa a um promotor mais constitutivo (SED1p) nos mostra que alguns 
dos promotores mais utilizados na literatura em diferentes linhagens são os que 
conferem maior expressão gênica mesmo na linhagem PE-2 independentemente se 
durante o metabolismo de glicose ou de xilose (PGK1 e TEF1). Isso pode estar 
relacionado à função desses genes no organismo, já que estão relacionados a 
glicólise e elongação traducional, respectivamente74,75, etapas essenciais para a 
manutenção da vida de qualquer organismo. Apesar disso, os promotores de TDH1, 
SCW4 e CDC19 mostraram desempenho notável durante a fermentação de xilose e 
glicose, uma vez que a expressão desses genes é comparável a outros bons 
candidatos previamente descritos. Para a otimização de uma via, muitas vezes são 
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necessários mais do que três genes sendo regulados. Desse modo, com os resultados 
apresentados é possível fazer a escolha racional de pelo menos oito promotores 
descritos por esse trabalho (PGK1p, TEF1p, TDH1p, HXT7p, SCW4p, ADH1p, TPI1p 
e CDC19p) para utilização em fermentações contendo glicose, xilose ou ambos 
açúcares. É importante notar também o sucesso do pipeline desenvolvido nesse 
projeto: a maior parte dos genes selecionados possui alta expressão, que se faz 
comparável à expressão de outros genes bem descritos na literatura. Por outro lado 
ainda, podemos perceber que foi possível selecionar promotores mais constitutivos 
também, sendo que TDH1p se mostrou forte e constitutivo durante a co-fermentação. 
 
Figura 10: Análise comparativa de valores obtidos de Ct relativos à expressão de SED1 em cada ponto da co-
fermentação. Os eixos verticais apresentam o número de vezes que determinado gene está expresso em relação 
à SED1. A análise da expressão relativa determina genes mais expressos em cada um dos dois pontos 
amostrados. 
 
O próximo passo levou, a partir da normalização dos valores de expressão 
em xilose e glicose em relação ao promotor ADH1, a algumas importantes 
constatações em relação ao novos promotores encontrados pelo nosso pipeline. 
Quando comparados ao promotor de ADH1, também muito utilizado para alta 
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expressão em leveduras, esses 3 promotores mostraram similaridades (TDH1p, 
SCW4p e CDC19p) (Fig. 11). 
 
 
Figura 11:. Análise comparativa de valores de Ct relativos à expressão de ADH1 em cada ponto da co-
fermentação. Os eixos verticais apresentam o número de vezes que determinado gene está expresso em relação 
à ADH1. A análise da expressão relativa determina genes mais expressos em cada um dos dois pontos 
amostrados. 
 
Os quatro promotores em questão se apresentam como bons candidatos 
durante a co-fermentação de meios contendo glicose e xilose. Como destacado 
anteriormente, sabendo que uma via de interesse pode conter inúmeros genes e que 
muitas vezes o foco de regulação da expressão gênica é de pelo menos três genes-
chave, como no caso da via da xilose isomerase tratada nesse projeto, quanto maior 
o número de opções disponíveis, melhor adaptada a via pode ser. Dentro desse 
contexto, durante a expressão heteróloga, TDH1p e SCW4p se apresentam como 
alternativas para o consumo de xilose e/ou expressão heteróloga durante tal consumo. 
Já CDC19p possui atividade maior durante o consumo de glicose, e por isso, também 
durante a expressão heteróloga em um meio que esse açúcar deva ser consumido. 
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Adicionalmente, TPI1p e ADH1p se juntam a esses três promotores, tendo semelhante 
expressão em glicose e xilose.  
Completando um dos objetivos desse trabalhos, a escolha racional dos três 
promotores para regulação da via escolhida se deu então por PGK1p, TEF1p e 
TDH1p, devido a suas excepcionais forças conferidas. 
 
5.3. Definição dos terminadores 
Cinco terminadores foram selecionados com base nos resultados de 
Curran e colaboradores: PRM9t, CPS1t, HIS5t, SPG5t e IDP1t53. A escolha deu-se a 
partir da revisão de literatura seguida da análise dos trabalhos disponíveis, levando 
em conta as controvérsias entre os resultados apresentados por Curran53 e 
Yamanishi59. Este último e seus colaboradores analisaram por citometria de fluxo 5302 
regiões terminadoras de S. cerevisiae contendo 500 pares de base fusionadas ao 
repórter GFP.  Em comparação com o terminador CYC1, obtiveram RPL41Bt, 
RPL15At, DIT1t, RPL3t e IDP1t como os mais eficientes. Por outro lado, o trabalho de 
Curran e colaboradores avaliaram 30 regiões com diferentes tamanhos, preditas com 
base na ocorrência de transcritos na região 3’UTR, dados obtidos após 
sequenciamento do transcriptoma utilizando a abordagem de RNA-seq60. Por meio 
dos ensaios de citometria e meia vida de mRNA concluíram que o tamanho exato do 
terminador é importante devido à influência na eficiência das funções esperadas, 
sendo então PRM9t, CPS1t, HIS5t, SPG5t e IDP1t considerados os mais eficientes. 
A comparação destes resultados sugere ainda que a eficiência de terminadores pode 
variar entre diferentes backgrounds e justifica a etapa de validação destes na 
linhagem PE-2. 
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Todas as sequências foram obtidas através do Saccharomyces Genome 
Database (SGD) (linhagem S288c) e comparadas com as de PE-2 (linhagem 
JAY291). Curiosamente foram encontrados 78-99% de similaridade entre os 
terminadores analisados de S288c e JAY291, supondo o mesmo tamanho para cada 
terminador nas duas distintas linhagens. Uma vez que os dados obtidos pelos 
experimentos da literatura não sustentariam a escolha de terminadores da linhagem 
JAY291 para análise, já que pequenas variações na sequência terminadora podem 
afetar a eficiência desta, optou-se pela utilização das sequências terminadoras da 
linhagem S288c. 
 
5.4. Amplificação e clonagem dos terminadores no vetor pRS316 
Para a caracterização por citometria de fluxo, os terminadores foram 
montados com o promotor CPS1, gene repórter yECitrine (derivado do GFP) e 
inseridos no vetor pRS316 utilizando o método Gap-Repair Cloning66. PRM9t, CPS1t, 
HIS5t, SPG5t e IDP1t e CYC1t (controle positivo), CPS1p, a ORF do gene yECitrine 
e o plasmídeo pRS316, foram amplificados utilizando primers com homologias 
apropriadas (Tabela 1 - Anexo II). Todos os seis terminadores e o promotor CPS1 
foram amplificados a partir do DNA genômico da linhagem S288c extraído 
previamente com Resuspension Buffer. O tamanho predito e a integridade do DNA 
amplificado foram confirmados por eletroforese como demonstrado na figura 12. 
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Figura 12: Amplificação dos terminadores, gene repórter yECitrine, promotor de CPS1 e pRS316. Para 
amplificação das partes foram utilizadas enzimas DNA polimerases de alta especificidade, evitando assim 
eventuais mutações causadas durante a reação de PCR. Os tamanhos de bandas obtidos foram os esperados. 
pRS316 (1), PRM9t (2), SPG5t (3), CYC1t (4), CPS1p (5), HIS5t (6), CPS1t (7), IDP1t (8) e yECitrine (9). “M” 
representa os marcadores moleculares utilizados. Todas as amostras foram também confirmadas por 
sequenciamento. 
 
Combinações independentes de cada terminador, pRS316, yECitrine e 
CPS1p foram co-transformadas na linhagem FGY050.A1. Após extração dos 
plasmídeos montados, todas as construções foram confirmadas por digestão pela 
enzima BamHI, apresentando o padrão de digestão esperado (Fig. 13). As 
construções foram sequenciadas para confirmação da integridade da sequência 
amplificada. 
 
Figura 13: Digestão com a enzima BamHI para confirmação das construções CPS1p-yECitrine-Terminadores 
montadas no vetor pRS316 para ensaios de citometria de fluxo. Tamanhos esperados para as menores bandas 
de cada amostra: HIS5t (1), CYC1t (2), SPG5t (3), IDP1t (4), CPS1t (5) e PRM9t (6). “M” representa os marcadores 
moleculares utilizados. Todas as amostras foram também confirmadas por sequenciamento. 
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5.5. Validação dos terminadores por citometria de fluxo 
Após a confirmação das construções, plasmídeos contendo cada 
combinação de interesse foram inseridos na linhagem FGY050.A1 e clones positivos 
foram selecionados em meio sintético YNB URA-. Para cada terminador analisado, 
três réplicas biológicas foram utilizadas na análise por citometria de fluxo utilizando o 
equipamento FACS Canto II (BD Biosciences). A citometria de fluxo é utilizada nessas 
análises por trazer a quantificação da fluorescência da proteína expressa, ou seja, 
deixamos de analisar somente a produção de RNAm (dados que poderiam ser obtidos 
por qPCR) e passamos a notar os efeitos na produção de proteínas. Para obtenção 
da intensidade de fluorescência relevante foi necessário a padronização das 
populações por gates criados anteriormente à plotagem dos dados, buscando 
populações uniformes e eliminação de ruídos (Fig. 14).  
 
Figura 14: Limites (gates) determinados para citometria de fluxo relacionada aos terminadores. Os gráficos são 
genéricos e semelhantes para cada construção gênica analisada. (A)Gráfico Dot plot para eliminação da ausência 
de doublets ou células não-uniformes que poderiam afetar a análise. Eixo horizontal e vertical tamanhos relativos 
obtidos pelo laser FSC de citômetro de fluxo. A população marcada em vermelho é tida como a mais uniforme na 
análise. (B) Histograma da intensidade de fluorescência da população analisada. A área demarcada pelo linhas 
em azul mostram a população levada em conta para análise. Eixo horizontal: intensidade absoluta de fluorescência; 
Eixo vertical: número de células. 
 
Dados de intensidade de fluorescência do gene yEcitrine são apresentados 
na figura 15. 
55 
 
 
Figura 15: Caracterização dos terminadores por citometria de fluxo. Cada cor representa uma população de 3 
réplicas biológicas. Amostras tiveram 100.000 eventos analisados. Eixo horizontal: intensidade média de 
fluorescência; Eixo vertical: frequência de eventos normalizada. 
 
 
Caracterização dos terminadores sugere eficiência linhagem-dependente 
A partir dos valores obtidos, o teste estatístico “t de Student” foi utilizado 
para calcular a significância entre os resultados obtidos para cada terminador. Como 
observado na figura 16, os resultados obtidos sugerem que os terminadores SPG5t, 
IDP1t e HIS5t são respectivamente os mais eficientes, dado pelo maior valor médio 
de fluorescência em relação aos outros terminadores. Esse resultado nos mostra que 
a utilização desses terminadores possibilita à célula produzir uma quantidade maior 
de proteína heteróloga de interesse. 
A partir de terminadores mais eficientes, espera-se que a célula dispense 
menor energia na produção de mRNA e consiga uma quantidade ainda maior de 
proteínas traduzidas devido a maior estabilidade do mRNA associado a terminação 
dos mesmos. Ao contrário dos resultados apresentados por Curran e colaboradores53, 
que mostram diferenças não-significativas entre os 5 terminadores analisados nesse 
projeto (por conseguinte excluindo o controle CYC1t) e apresentando diferença no 
valor médio de fluorescência de 6 vezes entre o controle e o terminador mais eficiente, 
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nossos dados mostram que apenas SPG5t, IDP1t e HIS5t apresentam diferença 
significativa (p-value <0.001) ou marginalmente significativa (p-value <0.08) em 
relação ao terminador controle CYC1t e diferença de menos de 2 vezes no valor médio 
de fluorescência quando comparado ao mesmo. Estes resultados sugerem que o 
modo de ação dos terminadores pode ser linhagem-dependente e pode estar 
relacionado às diferenças observadas entre as sequências de nucleotídeos dessas 
regiões observadas na comparação entre S288c e JAY291. 
 
Figura 16: Análise da eficiência dos terminadores. Intensidade média de fluorescência do gene repórter GFP 
controlado pelo promotor CPS1p e cada terminador. Valores foram normalizados pela fluorescência obtida 
utilizando o terminador CYC1 (controle positivo). “pRS316” representa a autofluorescência das células 
(background) contendo apenas o plasmídeo pRS316. 
 
 
 
5.6. Construção do cassete basal para consumo de xilose 
Através dos resultados obtidos, buscamos regular os genes XI, XKS e TAL1 
relacionados ao consumo de xilose. Desse modo, fizemos a associação dos três 
promotores e três terminadores mais eficientes encontrados durante as validações às 
ORFs de interesse.  
Enquanto os genes XKS e TAL1 foram amplificados de Saccharomyces 
cerevisiae, o gene XI utilizado foi proveniente de Piromyces sp. E2, como toda revisão 
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bibliográfica sugeria (Fig.17). Os promotores e terminadores utilizados foram obtidos 
através das linhagens caracterizadas previamente nesse trabalho para cada um deles. 
 
Figura 17: Amplificação das ORFs XI, XKS e TAL1. Para amplificação das partes foram utilizadas enzimas DNA 
polimerases de alta especificidade, evitando eventuais mutações causadas durante a reação de PCR. Os 
tamanhos de bandas obtidos foram os esperados. XI (1), XKS (2) e TAL1 (3). “M” representa os marcadores 
moleculares utilizados. Todas as amostras foram também confirmadas por sequenciamento. 
 
O método de construção da via foi Gap-repair Cloning com a junção de 
todas as partes ao plasmídeo pRS316. A escolha do plasmídeo se deu por sua 
característica de baixa-cópia na levedura, o que possibilita comparações mais fiéis 
entre o nível de expressão de cada gene em cada linhagem, evitando sinais 
exacerbados derivados de muitas cópias gênicas de uma mesma ORF. Com isso, 
montamos pelo método de Gap-Repair Cloning (item 4.7) o plasmídeo GVP_001 
constituído por pRS316-PGK1p-XIcds-IDP1t-TEF1p-XKScds-SPG5t-TDH1p-
TAL1cds-HIS5t (Fig. 18), ou seja, que possui promotores fortes e terminadores que 
garantem certa estabilidade aos transcritos. 
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Figura 18: Mapa do plasmídeo de baixa cópia GVP_001. O plasmídeo é uma associação de pRS316 à parte de 
interesse da via da xilose isomerase. Estão presentes todas as características do plasmídeo pRS316 e, 
adicionalmente, os promotores de PGK1, TEF1 e TDH1; os terminadores de IDP1, SPG5 e HIS5; e as ORFs XI, 
XKS e TAL1. 
 
A confirmação do cassete GVP_001 foi dada pela amplificação das partes 
utilizando primers que gerariam amplicons das regiões que confirmassem o tamanho 
esperado e a direção de cada uma delas, ou seja, os amplicons originados iam de 
uma ORF à outra e, em alguns casos, da ORF até a sequência do plasmídeo pRS316 
(Fig. 19). Posteriormente a confirmação de sequência e direção dos insertos foi feita 
por sequenciamento. 
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Figura 19: Amplicons esperados para confirmação de tamanho e direção das partes relacionadas à via da xilose 
isomerase no plasmídeo pRS316, originando GVP_001. Tamanhos esperados para as bandas de cada amostra 
ligando: pRS316+ORF XI (1), IDP1t+ORF XKS (2) e SPG5t+pRS316 (3). “M” representa os marcadores 
moleculares utilizados. Todas as amostras foram posteriormente confirmadas por sequenciamento. 
 
É importante notar que a comparação da eficiência dessa nova construção 
com outras que já possibilitassem ou possam vir a possibilitar o consumo de xilose 
por S. cerevisiae se torna essencial. Além disso uma grande perspectiva provinda 
desse novo plasmídeo é a possibilidade de evolução dirigida de leveduras que o 
contenham. Isso se relaciona diretamente com o escopo desse projeto a partir do 
momento em que se pode melhorar o consumo de xilose por S. cerevisiae. 
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6. CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS 
Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que foi possível determinar 
os melhores promotores e terminadores para expressão heteróloga de uma via de 
interesse na linhagem PE-2 de Saccharomyces cerevisiae, dentre todos analisados. 
Apesar de termos confirmado que os dois promotores mais fortes durante o consumo 
de glicose e xilose são justamente utilizados na literatura como promotores fortes em 
outras linhagens (PGK1p e TEF1p), foi possível encontrar outras sequências 
promotoras com as mesmas características (TDH1p, SCW4p e CDC19p). Além disso, 
dois promotores se mostraram com grande capacidade constitutiva (SED1p e TDH1p) 
nesta condição. 
Dentre os terminadores, conseguimos concluir que os ensaios de citometria 
de fluxo sugerem que a ação das sequências terminadoras são linhagem-
dependentes. Ainda mais, tivemos como melhores possibilidades para a via da xilose 
isomerase a utilização de três terminadores em especial (SPG5t, IDP1t e HIS5t). 
 
Esses dados motivam a elaboração de estratégias que complementem e 
avancem o estudo da regulação da expressão gênica relacionada a promotores e 
terminadores. Podemos destacar como possíveis próximos passos: 
1. Comparação do consumo de xilose entre GVP_001 e outras 
combinações de promotores descritas nesse trabalho ou previamente na 
literatura na mesma via; 
2. Gerar bibliotecas de versões mutadas dos promotores validados por Ep-
PCR, objetivando a realização do ajuste fino da via de consumo de 
xilose. Esse processo acoplado ao método de highthrouput screening 
trará a validação mais precisa e global; 
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3. Seleção highthrouput de linhagens maiores consumidoras de xilose; 
4. Elucidação das etapas moleculares na influência das sequências 
terminadoras na formação da cauda poli(A) e estabilidade do mRNA; 
5. Ajuste-fino de outras vias de interesse industrial. 
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ANEXO I (FIGURAS) 
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J) SED1
 
K) TDH1
 
L) TEF1
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M) TPI1
 
 
 
Figura A1: Curvas padrão e curvas de melting padronizadas para experimentos de qPCR. A padronização foi 
realizada para todos os genes endógenos da linhagem estudada. As curvas padrão apresentaram eficiências de 
reação entre 90 e 110%. As curvas de melting mostraram apenas um pico, representando construção correta de 
primers e especificidade de anelamento dos mesmos no cDNA alvo. Os genes são mostrados de A) à M). 
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ANEXO II (TABELAS) 
 
Tabela 1: Relação de oligonucleotídeos (primers) utilizados na construção de OGMs. GVO_001-002 
correspondem a oligos utilizados na amplificação do promotor CPS1. GVO_003-004 correspondem aos oligos 
utilizados na amplificação do gene repórter yECitrine. GVO_005-016 são oligos utilizados na amplificação dos 
diferentes terminadores. GVO_017-018 são os oligos utilizados na amplificação do plasmídeo pRS316. 
ID Descrição Sequência (5'-3') 
GVO_001 CPS1p_F GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCTTTTACTTGTGTTACTGGTAG 
GVO_002 CPS1p_R ACCAGTGAACAACTCTTCTCCCTTTGACATAATGTAATTGTTAGATGAATGATTC 
GVO_003 yECitrine_F ATGTCAAAGGGAGAAGAGTTG 
GVO_004 yECitrine_R CTACTTGTAGAGTTCATCG 
GVO_005 PRM9t_F GCAGCTGGTATCACACATGGCATCGATGAACTCTACAAGTAGACAGAAGACGGGAGACAC 
GVO_006 PRM9t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCATTTTCAACATCGTATTTTCCG 
GVO_007 CPS1t_F GCAGCTGGTATCACACATGGCATCGATGAACTCTACAAGTAGGCGCAATGATTGAATAGT 
GVO_008 CPS1t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCATTTGACACTTGATTTGACA 
GVO_009 HIS5t_F GCAGCTGGTATCACACATGGCATCGATGAACTCTACAAGTAGATAGATTAATTTAAACAGTATATGT 
GVO_010 HIS5t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCGTAACAATATCATGAGACC 
GVO_011 SPG5t_F GCAGCTGGTATCACACATGGCATCGATGAACTCTACAAGTAGCAAAGACGTTGTTTCATCG 
GVO_012 SPG5t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCGCTTATTTTCTGCCGAATTTTC 
GVO_013 IDP1t_F GCAGCTGGTATCACACATGGCATCGATGAACTCTACAAGTAGTCGAATTTACGTAGCCCAATC 
GVO_014 IDP1t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCGATGGTAATGATCCGAACTTG 
GVO_015 CYC1t_F CCCATGGTATTGATGAATTGTACAAATAAACAGGCCCCTTTTCCTTTGT 
GVO_016 CYC1t_R ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCGTGGTGGAAAAACTAAGCACACA 
GVO_017 pRS316_F GGATCCCCCGGGCTGCAG 
GVO_018 pRS316_R GGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCG 
F: Oligo sentido direto; R: Oligo sentido reverso; p: Promotor; t: Terminador. 
  
 
Tabela 2: Relação de oligonucleotídeos (primers) utilizados na realização de qPCR. GVO_019-050 correspondem 
a oligos utilizados na amplificação de 100bp da região 5’ da ORF de cada gene anaisado. 
ID Descrição Sequência (5'-3') Concentração Utilizada (μM/reação de qPCR) 
GVO_019 TDH1q_F CCGTTGTTGACTTGACTG 200 
GVO_020 TDH1q_R CCTTCATTGGACCTTCAG 200 
GVO_021 SED1q_F GAGTCTTCTGTCCCAGTTAC 200 
GVO_022 SED1q_R TGGAGACGGTTAGACTTG 200 
GVO_023 ADH1q_F TCACTGGGTTGCTATCTC 200 
GVO_024 ADH1q_R CGTCAATACCCAAGACTC 200 
GVO_025 FBA1q_F CTGCTTTCGGTAACTGTC 200 
GVO_026 FBA1q_R CCAACTTGTTCTCTGGTG 200 
GVO_027 CDC19q_F GTCTCTGACTGGACTGATG 200 
GVO_028 CDC19q_R GGAAACGTAAGTGTCACC 200 
GVO_029 TPI1q_F TGTCGGTGTCATCTTGTG 200 
GVO_030 TPI1q_R TCTTCCAAGACAGCGTTC 200 
GVO_031 CPR1q_F CAAACACCAACGGTTCTC 300 
GVO_032 CPR1q_R ACCGTCAACAACTTCACC 300 
GVO_033 BGL2q_F CTGTTCCATGAGAGCTTG 300 
GVO_034 BGL2q_R ACATCAGAGGTACCAGAGG 300 
GVO_035 GLK1q_F GGTCCAAGGAACAACTTC 300 
GVO_036 GLK1q_R TCACGTAGACCTGTCGAG 300 
GVO_037 SCW4q_F GACGCTGTTTCCGCCATTAC 200 
GVO_038 SCW4q_R TTTCAACACCGTAAGCACCG 200 
GVO_039 TEF1q_F AGCCAATGTGTGTTGAAGCT 200 
GVO_040 TEF1q_R ACAGACTTGATAACACCGACAG 200 
GVO_041 PGK1q_F GGTAACACCGTCATCATTGGT 200 
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GVO_042 PGK1q_R AAGCACCACCACCAGTAGAG 200 
GVO_043 HXT7q_F GCTGCTAATTGGTTGTGGGG 200 
GVO_044 HXT7q_R CCAAACAGCCCATGAAAACG 200 
GVO_045 NQM1q_F TGGTTGCTGATTCGGGTGAT 300 
GVO_046 NQM1q_R TTCTCCAACTTTGAAGCAGCC 300 
GVO_047 TKL2q_F CTCATGCGCTCTTCTGTACTC 300 
GVO_048 TKL2q_R ACCCGGTGTCCTTGAGTTTA 300 
GVO_049 GND2q_F TTCCCGGACACTAACAGACG 200 
GVO_050 GND2q_R GACCAAAACGTGCACCATCT 200 
q: qPCR      
 
 
Tabela 3: Relação de genes analisados nos experimentos por Real time PCR 
Standard Name Descrição 
TDH1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). Involved in glycolysis and gluconeogenesis 
SED1 Major stress-induced structural GPI-cell wall glycoprotein 
ADH1 Alcohol dehydrogenase 
FBA1 Fructose 1,6-bisphosphate aldolase 
CDC19 Pyruvate kinase 
TPI1 Triose phosphate isomerase 
CPR1 
Cytoplasmic peptidyl-prolyl cis-trans isomerase . Catalyzes the cis-trans isomerization of peptide bonds 
N-terminal to proline residues 
BGL2 Endo-beta-1,3-glucanase. Major protein of the cell wall 
GLK1 
Glucokinase; catalyzes the phosphorylation of glucose at C6 in the first irreversible step of glucose 
metabolism 
SCW4 Cell wall protein with similarity to glucanases 
TEF1 Translational elongation factor EF-1 alpha 
PGK1 3-phosphoglycerate kinase 
HXT7 High-affinity glucose transporter 
NQM1 Transaldolase 
TKL2 Transketolase 
GND2 
6-phosphogluconate dehydrogenase. Catalyzes an NADPH regenerating reaction in the pentose 
phosphate pathway 
 


